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“Sempre é difícil nascer. A ave tem de sofrer para sair do ovo, 
isso você já sabe. Mas volte o olhar para trás e pergunte a si 
mesmo se foi de fato tão penoso o caminho. Difícil, apenas? 
Não terá sido belo também? Podia imaginar outro tão belo e 
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Introdução: A Homocistinúria Clássica, é um erro inato do metabolismo, 
caracterizado pela deficiência da enzima Cistationina β-sintase. A Homocistinúria Clássica, é 
uma doença autossômica recessiva que apresenta uma ampla heterogeneidade clínica, 
infelizmente ainda não há uma explicação sobre a variabilidade encontrada nos pacientes. 
Acredita-se que há contribuição da variação do perfil da microbiota intestinal tanto nos tipos e 
nas gravidades das manifestações clínicas, quanto às respostas ao tratamento, supondo então 
uma influência da microbiota intestinal na variabilidade clínica Objetivo: Caracterizar, por 
meio de sequenciamento de nova geração, a microbiota intestinal de uma amostra de 
pacientes com Homocistinúria Clássica. Métodos: Foi realizado o sequenciamento da região 
V4 do gene 16SrRNA extraído de amostra de fezes de pacientes com Homocistinúria Clássica 
(n=8). Foram realizadas análise de composição microbiana (alfa-diversidade, beta-diversidade 
e LEfSe), além disso, foi realizada uma revisão dos prontuários dos pacientes, aplicação de 
um questionário clínico-nutricional, registro alimentar de 3 dias e recordatório de 24 horas. Os 
resultados dos pacientes foram comparados à um grupo controle (n=8) pareado por sexo e 
idade. Resultados: A abundância entre os filos bacterianos foi similares entre os grupos, 
tendo o filo Bacteroidetes como o mais abundante (HCU=60%; Controle=54%), seguido de 
Firmicutes (HCU=35%; Controle=41%) e Proteobacteria (HCU=3%; Controle=3%). A 
análise da alfa-diversidade mostrou que houve um aumento na riqueza das comunidades 
bacterianas (Chao1 e ACE, p=0.049), também houve uma diferença estatística na beta-
diversidade (PERMANOVA, p<0.002; ANOSIM, p<0.01). A análise  nutricional mostrou que 
a ingesta diária de gordura (p=0.001), gordura saturada (p=0.001), gordura monoinsaturada 
(p=0.003), colesterol (p=0.001), vitamina D (p=0.001) e selênio (p=0.027) foram menores nos 
pacientes do que nos controles, estes resultados foram esperados devido ao tratamento 
dietético. Além disso, o tratamento com a betaína (p=0.007), folato (p=0.001) e piridoxina 
(p=0.001) foram estatisticamente significativos. Quanto às manifestações clínicas, verificou-
se que as manifestações oculares (p=0.001), esqueléticas (p=0.003) e do sistema nervoso 
central (p=0.003) tiveram resultados estatisticamente significativas.  Conclusão: Os 
resultados mostram que houve um aumento na alfa-diversidade nos pacientes caracterizando 
um aumento da riqueza bacteriana, mas mantendo a uniformidade. Sugere-se que as 
manifestações clínicas e o tratamento tenham um papel importante sobre o microbioma, 
principalmente pela suplementação de vitaminas do complexo B desempenha um papel de 
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Introduction: Classical homocystinuria, is an inborn error of metabolism, 
characterized by deficiency of the enzyme Cystathionine β-synthase. Classical 
Homocystinuria is an autosomal recessive disease with wide clinical heterogeneity, 
unfortunately there is still no explanation for this variability. It is believed that there is a 
contribution of the gut microbiota profile regarding the type and the severity of the clinical 
manifestations, as well as the responses to treatment. Aim: To characterize the gut microbiota 
from a sample of patients with Classical Homocystinuria by next generation sequencing. 
Methods: Sequencing of the V4 region of the 16SrRNA gene was performed from stool 
samples of patients with Classical Homocystinuria (n=8). A microbial composition analysis 
(alpha-diversity, beta-diversity and LEfSe) was performed. In addition, patient’s medical 
records were reviewed. A clinical-nutritional questionnaire was applied, consisting of a 3-
days food diary and a 24-hour recall. Patient results were compared to control group (n=8) 
paired by sex and age. Results: The abundance between the bacterial phyla was similar 
between the groups, the Bacteroidetes was the most abundant (HCU=60; Control=54%), 
followed by Firmicutes (HCU=35%; Control=41%) and Proteobacteria (HCU=3%; 
Control=3%). The analysis of alpha-diversity showed an increase in richness of bacterial 
communities in patients (Chao1 e ACE, p=0.049), there was also a statistical difference in 
beta-diversity (PERMANOVA, p<0.002; ANOSIM, p<0.01). Nutritional analysis showed that 
the daily intake of fat (p=0.001), saturated fat (p=0.001), monounsaturated fat (p=0.003), 
cholesterol (p=0.001), vitamin D (p=0.001) and selenium (p=0.027) were lower in the patients 
than in the control group, these results were expected due to dietary treatment. Besides that, 
being treated with betaine (p=0.007), folate (p=0.001) and pyridoxine (p=0.001) were 
statistically significant. As to the clinical manifestations, eye (p=0.001), skeleton (p=0.003) 
and CNS (p=0.003) had statistically significant results.  Conclusion: The results showed an 
increase in alpha-diversity in patients characterizing an increase in bacterial richness, 
nevertheless, evenness was maintained. We suggest that clinical manifestations and treatment 
have an important role on the microbiome, mainly by the supplementation of vitamins of the 
B complex has a role of modulator in the gut microbiota 
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Os erros inatos do metabolismo (EIM) são doenças genéticas, na sua maioria, 
com herança autossômica recessiva e causadas por uma deficiência enzimática causando 
interrupção de diferentes vias metabólicas. Consequentemente, há um acúmulo do 
substrato desta enzima e uma redução de seu produto. As vias metabólicas envolvidas 
nos EIM também estão envolvidas em doenças multifatoriais mais prevalentes, logo há 
um compartilhamento de manifestações clínicas e provavelmente de fisiopatogênese 
entre essas doenças, tendo como exemplo os pacientes com Homocistinúria Clássica 
(HCU; OMIM +236200), causada pela deficiência da enzima Cistationina β-Sintase 
(CβS; EC 4.2.1.22) que apresentam maior prevalência de fenômenos tromboembólicos, 
distúrbios neuropsiquiátricos e fenótipo “magro”. (Saínz et al.,2002; Morris et al., 2017; 
Blau, 2006). 
A quantidade de tratamentos para os EIM aumentou consideravelmente nos 
últimos anos, muito em decorrência de políticas específicas para o desenvolvimento de 
medicamentos para doenças raras. As estratégias de tratamento são diversas e dependem 
das vias metabólicas e dos tipos celulares mais afetados, e em grande parte envolvem 
intervenções dietéticas. Como resultado, há muitas diferenças à nível individual nas 
respostas aos tratamentos e nos desenvolvimentos dos efeitos colaterais. Essas diferenças 
ainda são pouco relatadas na literatura. Para os EIM cujos substratos são moléculas 
menores, as manifestações clínicas iniciam logo após o início do aleitamento e o 
tratamento instituído antes do início da sintomatologia, impede o desenvolvimento destas 
manifestações. (Scriver et al., 2001).  
A microbiota intestinal é descrita como um novo órgão que surgiu durante o 
Século XX. É caracterizada por ter diversas funções com relação ao ser humano, como 
uma consequência de suas bilhões de bactérias que habitam o trato gastrointestinal. Com 
mais de 1500 espécies, totalizando mais de 4 milhões de genes, proporcionam um grupo 
ecológico mutualístico, devido à interação do microbioma com o hospedeiro. Esta 
relação com o hospedeiro pode ser modificada pelo estresse nutricional; além disso, 
doenças como a obesidade e o diabetes podem ser provocadas pela variação da 
microbiota intestinal. A possível relação direta entre a microbiota intestinal e o 




Os antibióticos e os padrões alimentares são fatores conhecidos por modificar a 
composição da microbiota intestinal. Os subprodutos do metabolismo da microbiota 
intestinal atuam sobre o metabolismo alterando diretamente a função intestinal, além de 
agir sobre outros órgãos e tecidos (Tremaroli e Bäckhed, 2012). Mudanças na 
composição e na diversidade da microbiota podem resultar em um desequilíbrio 
favorecendo à colonização de bactérias prejudiciais ao intestino, já sendo associada a 
diversas doenças como a diabetes, a obesidade, as doenças inflamatórias intestinais, e 
desenvolvimento de manifestações neurológicas (León et al., 2014; Manichanh et al., 




2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informações  
Este trabalho é focado nos aspectos relacionados ao metagenoma microbiótico como 
fator modificador da heterogeneidade clínica da homocistinúria clássica e como a variação no 
perfil da microbiota intestinal pode estar relacionada com as manifestações clínicas e as 
respostas aos tratamentos. A estratégia de busca envolveu à base de dados PubMed. Foram 
realizadas buscas através dos termos “Intestinal Microbiota”, “Homocystinuria”, 





Figura 1. Estratégia de busca de referências bibliográficas sobre as bases que 
fundamentam os objetivos deste estudo. Resultado da combinação das 4 palavras-
chaves utilizadas na busca de referência. Figura original.   
 
2.2 Homocistinúria Clássica  
A Homocistinúria Clássica (HCU) é categorizada como um erro inato do 
metabolismo (EIM) e está relacionada com as vias de transulfuração e remetilação da 
metionina proveniente da dieta. A quantidade de tratamentos disponíveis para os EIM 
aumentou nos últimos anos. As estratégias de tratamento são diversas e dependem das 
vias metabólicas afetadas, e grande parte das estratégias envolvem intervenções 
dietéticas, como no caso dos pacientes com HCU, que além de uma dieta com restrição 
de metionina, ainda necessitam de medicamentos, principalmente piridoxina e betaína; e 
uma fórmula metabólica para suprir os demais aminoácidos essenciais. Como resultado, 
há muitas diferenças à nível individual nas respostas aos tratamentos e nos 
desenvolvimentos dos efeitos colaterais. Essas diferenças ainda são pouco relatadas na 
literatura. Para os EIM cujos substratos são moléculas menores, as manifestações clínicas 
iniciam logo após o início do aleitamento e o tratamento instituído antes do início da 
sintomatologia, impede o desenvolvimento das manifestações clínicas. Entre as 
principais características clínicas da doença estão os problemas ósseos, oculares, 
tromboembólicos e neuropsiquiátrico. (Blau, 2006; Saínz et al., 2002; Morris et al., 
2017; Mudd et al., 1985; Yap e Naughten, 1998).  
Acredita-se que a prevalência de HCU seja amplamente subestimada. Com base 
em estudos de triagem neonatal, estima-se uma incidência mundial de aproximadamente  
1:344000 recém nascidos, com grande variação entre populações. (Skovby et al., 2010; 
Scriver et al., 2001).  
2.2.1 Manifestações clínicas  
HCU é considerada uma doença multissistêmica, lenta e progressiva. Os sinais 
clínicos da doença envolvem principalmente os sistemas: ocular, vascular, nervoso 
central e ósseo (Mudd et al., 1985). A luxação de cristalino é provavelmente o achado 
mais consistente da HCU, apresentando-se nos estágios iniciais da vida e presente na 
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grande maioria dos pacientes não-tratados (Mudd et al., 1985). A doença vascular é 
frequente e a principal causa de morbimortalidade, sendo o tromboembolismo a principal 
complicação (Wilcken e Wilcken, 1997). O principal e mais frequente achado no sistema 
nervoso central é o retardo mental, geralmente presente como atraso de desenvolvimento 
nos primeiros anos de vida. (Morris et al., 2017). Distúrbios psiquiátricos também são 
frequentes, e incluem principalmente o distúrbio de personalidade, a ansiedade e a 
depressão (Scriver et al., 2001). Quanto ao sistema ósseo a principal complicação é a 
osteoporose (Mudd et al., 1985).   
2.2.2 Tratamento  
O principal objetivo do tratamento da HCU é a redução nos níveis plasmáticos da 
homocisteína total. Três estratégias podem ser utilizadas: a estimulação da atividade 
residual da CβS, a redução da sobrecarga de metionina e o aumento da remetilação de 
homocisteína a metionina. Além da redução de homocisteína, o tratamento deve corrigir 
a deficiência de cisteína quando presente e garantir o crescimento e desenvolvimento 
adequados. (Wilcken e Wilcken, 1997; Morris et al., 2017).  
A enzima CβS utiliza como cofator a forma ativa da vitamina B6 (piridoxina). A 
piridoxina atua aumentando a atividade residual da enzima, o que ocasiona redução da 
concentração de homocisteína e metionina e aumento de cisteína. (Mudd et al., 1970).   
A restrição dietética de metionina é feita através da limitação do aporte de 
proteínas naturais. Para atingir as necessidades proteicas diárias utiliza-se um suplemento 
de aminoácidos, chamado de fórmula metabólica, isento de metionina e suplementado 
com cisteína, vitaminas, minerais e outros elementos. Além disso, um aporte energético 
adequado é fundamental para evitar o catabolismo proteico e promover um crescimento e 
desenvolvimento adequados. (Martins et al., 2006; Pons et al., 2004).  
A má adesão à dieta é comum, principalmente em pacientes com diagnóstico 
tardio, uma vez que exige uma mudança drástica nos hábitos alimentares. Além disso, 
devido à baixa palatabilidade, a ingestão insuficiente do suplemento de aminoácidos 
também é frequente. Nesta situação, os níveis de homocisteína podem elevar-se 
rapidamente e o crescimento pode ficar prejudicado pela ingestão proteica inadequada 
(Walter et al., 1998). Embora o uso de fórmula metabólica seja indicado a pacientes não-
responsivos, uma restrição proteica moderada é recomendada para todos os pacientes 
(Blau, 2006).  
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2.3 Microbioma  
As bactérias ocupam todas as superfícies do corpo humano e o número total de 
células bacterianas associadas ao corpo humano é cerca de 10 vezes maior do que o 
número de células humanas. Dentro desta racionalidade a microbiota gastrointestinal 
funciona como um “órgão virtual” evidenciando que a simbiose humanos/micróbios 
contribui para as características da fisiologia humana. (Kurokawa et al., 2007).  
A microbiota intestinal é caracterizada por suas inúmeras funções, no organismo 
humano, devido à sua composição de bilhões de bactérias que habitam de forma 
harmônica o lúmen e a mucosa do epitélio intestinal. A simbiose entre o hospedeiro e a 
microbiota intestinal para o controle da homeostase energética, pode ser modificada pelo 
estresse nutricional. Supõe-se que a pandemia da diabetes e da obesidade, não é 
provocada apenas pela variação do genoma humano, mas também pela variação no 
metagenoma microbiótico intestinal. A microbiota intestinal é herdada a partir da mãe e 
do ambiente durante o nascimento. A correspondente diversidade, a rápida evolução da 
expressão gênica, a sua influência no metabolismo e a descoberta recente da existência 
de uma microbiota tecidual dentro do hospedeiro abriram novas oportunidades 
terapêuticas e nutricionais, assim como a identificação precisa de biomarcadores. 
(Burcelin et al., 2013).  
Os antibióticos e as dietas alimentares são fatores conhecidos por modular a 
composição da microbiota intestinal em seres humanos. Os subprodutos do metabolismo 
da microbiota intestinal atuam sobre o metabolismo alterando diretamente a função 
intestinal, além de agir sobre o fígado, o cérebro, e sobre o tecido adiposo e muscular 
(Tremaroli e Bäckhed, 2012). Mudanças na composição e na diversidade da microbiota 
podem resultar em um desequilíbrio favorecendo a colonização de bactérias prejudiciais 
à saúde no intestino, resultando na disbiose, que já foi associada à autoimunidade na 
diabetes tipo 1, à obesidade, às doenças inflamatórias intestinais, e ao desenvolvimento 
de manifestações neurológicas (Arrieta et al., 2014; León et al., 2014; Manichanh et al., 
2012; Giongo et al., 2010; Turnbaugh et al., 2009). Achados sugerem que a disbiose 
possa estar relacionada com as modificações no perfil de citocinas plasmáticas, já que os 
diferentes tipos de dieta estão associados à diferentes perfis de marcadores inflamatórios. 
(Kong et al., 2014). Além disso, um dos papeis chaves desempenhados pela microbiota 
intestinal, é na estimulação e na promoção da maturação do sistema imune, conferindo 
resistência à patógenos (Martín et al., 2014).  
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2.3.1 Metagenômica  
A metagenômica microbiana é definida como o sequenciamento e a análise do 
DNA de microrganismos proveniente de amostras do ambiente sem a necessidade do 
cultivo. À medida que aumentaram as atenções envolvendo à compreensão do ser 
humano como um organismo onde há a interação microbiana com suas células, a 
ecologia microbiana tem ganhado destaque e a metagenômica tem sido aplicada para a 
detecção de populações de microrganismos. Com o desenvolvimento de novas 
tecnologias, como o Sequenciamento de Nova Geração (NGS), expandiu-se uma nova 
perspectiva sobre as abordagens científicas na pesquisa básica, aplicada e clínica. O 
avanço da tecnologia com a sua disponibilidade no mercado, eliminou a necessidade de 
clonar fragmentos de DNA de bactérias, além de aumentar a capacidade de produzir uma 
enorme quantidade de dados. (Group et al., 2009; Marchesi et al., 2016; Proctor, 2016).  
As diversas metodologias do NGS podem ser aplicadas para identificar e 
comparar as comunidades microbianas. Dentre os métodos está o sequenciamento de um 
gene marcador, sendo o gene 16SrRNA o mais utilizado. O gene 16SrRNA permite uma 
rápida catalogação da composição bacteriana das amostras clínicas provenientes de 
pacientes, podendo ser utilizadas desde atribuições taxonômicas até o gênero e espécie. 
Este método consiste em extrair o DNA microbiano a partir da amostra; realizar as 
reações de PCR para amplificar a região específica do gene 16SrRNA e finalmente 
utilizar este conjunto de amplificações para o sequenciamento. (Group et al., 2009; 
Proctor, 2016).  
A avaliação da comunidade microbiana por meio de técnicas de NGS tem 
expandido o poder de acesso à estes organismos, sendo a porção menor do DNA 
ribossomal – 16SrRNA – tipicamente sequenciada para a avaliação das comunidades de 
Bactérias e Arqueas. Comparado com outros genes, o gene 16SrRNA tem inúmeras 
vantagens quando se trata de análises da comunidade microbiana, pois possui regiões 
conservadas que permitem o anelamento de iniciadores para a Reação em Cadeia da 
Polimerase (PCR); além das regiões do gene serem suficientemente variáveis para 
permitir uma precisa identificação taxonômica e filogenética dos membros da 
comunidade; e uma vez que este gene for amplamente sequenciado em pesquisas de 
diversidade microbiana, haverá uma ampla quantidade de sequências do 16SrRNA nos 
bancos de dados  permitindo uma identificação taxonômica mais precisa. (Group et al., 
2009; Proctor, 2016, Tran et al., 2017; Weiss et al., 2017).   
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O gene ribossomal 16SrRNA tem sido utilizado como ferramenta para a 
classificação filogenética de bactérias (Pace, 1997) e para a definição de Unidades 
Taxonômicas Operacionais (OTUs) baseada na similaridade entre as sequências (Schloss 
e Handelsman, 2006). A utilização desta técnica permitiu uma análise mais detalhada 
sobre a identidade e a abundância dos microrganismos avaliados. Foram desenvolvidos 
sistemas de sequenciamento em larga escala, permitindo a diminuição dos custos por 
base sequenciada e permitindo o sequenciamento de múltiplas amostras de forma 
independente, em larga escala, por meio da aplicação de um sistema de código de barras 
(barcode) (Hamady et al., 2008). Além disso, foi desenvolvido uma nova tecnologia de 
sequenciamento em larga escala com base na determinação de íons hidrogênio liberados 
pela atividade da DNA polimerase, com a utilização de um microchip denominado Ion 
Torrent™. A bioquímica simples é base desta técnica, pelo fato de utilizar apenas a DNA 
polimerase e os nucleotídeos que são adicionados um a um na reação. O processo de 
detecção é igualmente simples, quando um nucleotídeo complementar à sequência de 
DNA é incorporado, são liberados íons hidrogênios, alterando o pH da solução, e os íons 
são detectados por nano-sensores na superfície de um semicondutor. Assim, a 
informação bioquímica é transformada em informação digital. O sistema utiliza chips 
com diferentes capacidades que podem produzir de 10Mb até 1 Gb de informação e 
permite que as técnicas de códigos de barras desenvolvidas para a plataforma 454 possam 
ser aplicadas, resultando em projetos menos custosos e mais passíveis de serem 
realizados em menor tempo (Merriman et al., 2012). 
Os avanços na ciência e na tecnologia estão permitindo a revisão e a re-orientação 
das metodologias, permitindo que questões antigas e atuais sejam abordadas através de 
novas óticas. Recentes avanços em procedimentos de extração de biomoléculas, NGS,  
metagenômica, metatranscriptômica e todas as outras “ômicas” têm permitido a análise 
comparativa da abundância, diversidade e de importantes genes funcionais das 
comunidades microbianas inteiras o que acaba gerando uma grande quantidade de dados 
e de descobertas. Diante disso, destaca-se que esta é uma grande oportunidade para 
estudar o microbioma humano brasileiro utilizando as técnicas moleculares e plataformas 
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Figura 2. Esquema do Marco Teórico. Descrição da relação das informações 
apresentadas no esquema: caracterizar a microbiota intestinal de pacientes com 
homocistinúria clássica e analisar a relação da variação no perfil da microbiota intestinal tanto 
com as manifestações clínicas, quanto com as respostas aos tratamentos. Esta caracterização 
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se deu com a coleta de amostras fecais de pacientes diagnosticados com homocistinúria 
clássica e amostras controles, sendo que os pacientes foram recrutados a partir do Serviço de 
Genética Médica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (SGM-HCPA). Foi realizado a 
análise dos prontuários destes pacientes. A extração das amostras de DNA Microbial, a 
realização da técnica de PCR para amplificar a Região do Gene 16SrRNA e as Análises de 
Bioinformática e Classificação Filogenética foram realizadas no SGM-HCPA e a técnica de 






A biomassa microbiana corresponde a aproximadamente 50% de toda a biomassa 
da Terra e estima-se que apenas 1% dos microrganismos sejam patogênicos (Sleator, 
2010). As bactérias ocupam todas as superfícies do corpo humano e o número total de 
células bacterianas associadas ao corpo humano é cerca de 10x maior do que o número 
de células humanas. Isso faz do ser humano essencialmente mais micróbio do que 
humano (Kurokawa et al., 2007). Dentro desta racionalidade a microbiota 
gastrointestinal funciona como um “órgão virtual” evidenciando que a simbiose 
humanos/micróbios define as características da fisiologia humana.  
Os avanços na ciência e na tecnologia estão permitindo a revisão e a re-orientação 
das metodologias, permitindo que questões antigas e atuais sejam abordadas através de 
novas óticas. Recentes avanços em procedimentos de extração de biomoléculas, NGS, 
metagenômica, metatranscriptômica e todas as outras “ômicas” têm permitido a análise 
comparativa da abundância, diversidade e de importantes genes funcionais das 
comunidades microbianas inteiras o que acaba gerando uma grande quantidade de dados 
e de descobertas. Diante disso, destaca-se que esta é uma grande oportunidade para 
estudar o microbioma humano brasileiro utilizando as técnicas moleculares e plataformas 
de última geração, juntamente com análises já tradicionais.   
O desenvolvimento da pesquisa translacional, que tem como foco principal a 
troca de conhecimentos entre a ciência básica e a clínica, direciona os achados da 
pesquisa básica para os pacientes e proporciona a utilização de novas tecnologias que 
podem ser aplicadas, por exemplo, ao tratamento dos EIM. Mesmo que o tratamento 
dessas doenças seja em alguns casos eficazes, ainda há muitos fatores que diminuem a 
sua eficiência, como, a baixa adesão ao tratamento, no caso da Hocistinúria Clássica, 
além da ocorrência de efeitos colaterais.  
A grande variabilidade clínica relacionada com os EIM ainda não é bem 
compreendida. Dessa forma, a análise da microbiota intestinal através do NGS pode 
fornecer novas visões quanto à resposta ao tratamento e à evolução clinica desses 
pacientes, que resultará em medidas terapêuticas mais adequadas e benéficas. Isto pode 
ser considerado estratégico para o SUS, uma vez que o tratamento dos EIM é geralmente 
de alto custo.  
Com base na publicação da Política Integral para portadores de Doença Raras, a 
Homocistinúria Clássica deve ser uma das doenças cujo tratamento poderá ser coberto 
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pelo SUS em um curto espaço de tempo. Nesse contexto, a microbiota intestinal emerge 
como um possível fator modificador das manifestações clínicas e da resposta ao 
tratamento dos EIM, havendo pouquíssimos estudos na literatura a respeito. A estimativa 
adequada da comunidade microbiana representa o primeiro passo para o entendimento da 
relação entre microrganismos e hospedeiros. A partir disso, compreender mais 







5. OBJETIVOS  
  5.1 Objetivo primário  
Caracterizar, por meio de sequenciamento de nova geração (NGS), a microbiota 
intestinal de uma amostra de pacientes com Homocistinúria Clássica em tratamento.  
  5.2 Objetivos secundários  
a) caracterizar a composição da microbiota intestinal de pacientes com 
Homocistinúria Clássica, em tratamento, e compará-la a de indivíduos 
controle;  
b) avaliar a relação entre o tipo de tratamento utilizado e a composição da 
microbiota intestinal de pacientes com Homocistinúria Clássica;  
c) verificar as possíveis associações do perfil gênico da microbiota intestinal de 
pacientes com Homocistinúria Clássica em tratamento com os níveis 
plasmáticos de Homocisteína;  
d) investigar as possíveis associações entre o perfil gênico da microbiota 
intestinal e os desfechos clínicos dos pacientes com Homocistinúria Clássica 
em tratamento;  
e) analisar a relação entre o perfil alimentar e a composição da microbiota 
intestinal de pacientes com Homocistinúria Clássica, e comparar com 
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Classical homocystinuria (HCU) is an inborn error of metabolism due to 
cistathionine β-synthase (CβS) deficiency, this enzyme is responsible for degradation of 
homocysteine resulting in increased plasma levels of total homocysteine (tHcy) and 
methionine (Met). HCU patients have a restricted diet and supplemented treatment. Gut 
28 
 
microbiota contains trillions of bacteria. Diets, lifestyle and environmental factors are 
known to modulate the gut microbiota. In this study, the composition of the gut 
microbiota of 8 HCU patients was compared with 8 healthy individuals. Gut microbiota 
was characterized by 16SrRNA sequencing. Bacterial composition analysis showed that 
patients had an increase in bacterial richness, but presented an evenness when compared 
to control group. Our results suggest that clinical manifestations and diet 
supplementations may be related to the composition of the gut microbiota.  
 
Introduction  
Classical homocystinuria (HCY, OMIM 236200) is an autosomal recessive 
disorder due to cistathionine β-synthase (CβS, EC 4.2.1.11) deficiency leading to 
accumulation of methionine (Met) and homocysteine [1]. CβS is responsible for 
converting homocysteine to cystathionine using pyridoxine (vitamin B6) as co-factor [2]. 
The worldwide prevalence of HCY 1:344.000 in average ranging from 1:800 to 
1:900.000 [2-4]. HCY is a progressive multi-organ disorder with involvement of ocular, 
skeletal, central nervous and vascular system [2]. Treatment for this disease is based on 
restriction of Met intake and supplementation of essential amino acids. Some patients 
show a clear response to pyridoxine, but as not all patients are pyridoxine 
responsiveness, in some cases it is necessary to administrate betaine, that converts 
homocysteine in Met, usually when patients are not good metabolic control and do not 
respond to other tratments [1, 5].  
External factor, including different dietaries, antibiotics and lifestyle 
characteristics can modify the composition of gut microbiota. There is a mutualistic 
relationship between byproducts of microbial metabolism with the host metabolism and 
this interaction can change not only the intestinal function, but also acting on liver, brain, 
muscle and adipose tissue and contributing to the development of all this systems [6, 7]. 
Changes in composition and diversity of gut microbiota results in dysregulation in the 
intestinal flora which may result in dysbiosis. This phenomenon has been related to 
several diseases such as obesity [8-12].  
Treatment and nutritional composition of HCY diets might change the gut 
microbiota and may be related to clinical heterogeneity. This study aims to characterize 
the gut microbiota of HCY patients by next-generation sequencing (NGS) and compare 




Material and Methods Experiment design  
This observational, cross-sectional, controlled study used a convenience sampling 
strategy. The study was approved by the Ethics Committee of Hospital de Clínicas de 
Porto Alegre (HCPA), Brazil (n. 2015-0218). All the patients and healthy controls, or 
their legal guardians, provided written an informed consent. Patients with HCY were 
recruited from Medical Genetics Service, HCPA, Rio Grande do Sul, Brazil. Healthy 
controls were recruited among the population of Rio Grande do Sul through invitations. 
The inclusion criteria for patients were: a) established diagnosis of HCY; b) no other 
chronic disease. The inclusion criteria for controls were: a) not being related to HCY 
patients; b) do not have any chronic disease or acute disease.  
Clinical parameters such as current age, weight, height, clinical manifestations, kind of 
treatment, tHcy and Met were obtained by reviewing medical records. Patients and controls 
answered a specific questionnaire about medications, dietary intake and comorbidities.  
Participants received a stool collection kit consisting of a Styrofoam box containing: 
sterile container to store the stool sample; sel ice pack; sterilized spatula to collect the stool 
sample. The participants also received the printed instructions for stool collection and a diary 
for food registration during 3 days. All the participants were instructed to collect the stool in 
their own homes one day before their medical appointments at HCPA. The stool was kept at 
20ºC (household freezer) and delivered on next day, on ice. Samples were obtained from 8 
HCY patients and 8 controls.  
 
Dietary intake analysis, clinical analysis and statistical analysis  
Patients and controls completed a 24-hours dietary recall questionnaire and review of 
the 3-days food registry [13-15] during a face-to-face interview. Carbohydrates, proteins, 
calories, dietary fiber, fat, cholesterol, vitamins and minerals intake were analyzed using 
Nutribase™ software.  
Clinical manifestations were categorized and defined as: a) Eye (ectopia lentis and/or 
severe myopia); b) Skeleton (excessive height and length of the limbs, osteoporosis and bone 
deformities); c) Central nervous system (CNS) (developmental delay/intellectual disability, 
seizures, psychiatric and behavioral problems and extrapyramidal signs); d) Vascular system 
(thromboembolism) [1].  
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Numerical variables were compared using Mann-Whitney U test, summarized as 
means ± SEM. Categorical variables were compared using Fisher’s exact test (p ≤ 0.05).  
 
Microbial DNA extraction and 16SrRNA gene amplification  
Microbial DNA was isolated from 200–300 mg fecal samples using the QIAamp Fast 
DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA), following manufacturer instructions. DNA 
quality was determined by spectrophotometry using a NanoVue™ system (GE Healthcare). 
All DNA samples were stored at -20°C until use for PCR reactions. Gut microbial community 
determination was based on partial 16S rRNA gene (V4 region) sequences, directly amplified 
using bacterial/ archaeal primer 515F/806R [16]. PCR reactions were carried out with the 
Platinum Taq DNA Polymerase High Fidelity kit (Invitrogen). The mixtures contained 5 μl of 
10X High Fidelity PCR buffer, 50 mM MgSO4, 10 mM dNTP Mix, 100 mM of each primer, 
1 U of Taq polymerase, and approximately 100 ng of DNA template in a final volume of 50 
μL. The PCR conditions were 94°C for 5 minutes, 30 cycles of 94°C for 45 s, 56°C for 45 s, 
and 68°C for 1 minute, followed by a final extension step of 68°C for 10 minutes. The PCR 
products were purified with AMPure XP PCR Purification Kit (Agencourt), quantified with a 
Qubit Fluorometer (Invitrogen), and combined in equimolar  
ratios. The 16S rRNA gene fragments were sequenced using the Ion Torrent™ 
platform for unidirectional sequencing of the amplicon libraries. Barcoded primers were used 
to multiplex the amplicon pools. Twelve-base barcode sequences were added to the 50 -end of 
the reverse primers using the error-correcting barcode method [17]. A two-base linker 
sequence was inserted between the adapter and the 16S rRNA primers to reduce any effect the 
composite primer on PCR efficiency. The Ion OneTouch™ 2 System and Ion PGM™ 
Template OT2 400 Kit were used for library preparation. Finally, to obtain highsequence 
coverage and detect rare microbes inhabiting the samples, up to 15 samples chosen at random 
were loaded on an Ion 314™ Chip v2. A total of two runs were performed within this study.  
 
16SrRNA read processing for downstream analyses  
The 16S rRNA reads were analyzed following the recommendations of the Brazilian 
Microbiome Project [18] for efficient removal of sequencing artifacts that might exacerbate 
biases via the presence of chimeric sequences and sequence errors. Briefly, an Operational 
Taxonomic Unit (OTU) table was built using the UPARSE pipeline [19]. The reads were 
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truncated at 200 bp and quality-filtered using a maximum expected error value of 0.5, 
meaning that, on average, one nucleotide in every two sequences is incorrect. Filtered reads 
were dereplicated and singletons were removed. These sequences were clustered into OTUs at 
a 97% similarity cutoff following the UPARSE pipeline. After clustering, the sequences were 
aligned and taxonomically classified using the Greengenes reference database (version 13.8). 
Finally, to lower the effects of variation in gut microbiome that were observed between 
individuals, OTUs with low representativeness  were identified and removed.  
 
Library comparisons  
For overall comparison of significant differences among bacterial communities from 
HCY patients and controls the online software MicrobiomeAnalyst 
(https://www.microbiomeanalyst.ca/) was used [20]. The criteria used on MicrobiomeAnalyst 
were: Low count filter: a) minimum count: 4; b) prevalence in sample: 20%. Low variance 
filter: a) percentage to remove: 10%; b) based on: inter-quantile range. Data normalization: a) 
rarefy to the minimum library size; b) do not scale my data; c) do not transform my data. Two 
types of analysis were performed: Community profiling (Alpha- and Beta-diversity) and 
Biomarker analysis (LEfSe). 
Alpha diversity was used to measure the diversity within a sample. The two most 
commonly used alpha diversity measurements are Richness (count) and Evenness 
(distribution) [20]. The analysis of Alpha diversity had the following criteria: a) Taxonomic 
level: OUT-level; b) Diversity measure: Observed, Chao1, ACE, Shannon and Simpson; c) 
Statistical method: Mann-Whitney/Kruskal-Wallis; d) Experimental factor: Group (HCY and 
Control).   
Beta diversity represents the explicit comparison of microbial communities based on 
their composition. It provides a measure of the distance between each sample pair. Beta 
diversity was calculated for every pair of sample to generate a distance matrix [20]. The 
analysis of Beta diversity had the following criteria: a) Ordination Method: PCoA; b) 
Distance method: Bray-Curtis Index; c) Taxonomic level: OTU-level; Statistical method: 
Permutational MANOVA (PERMANOVA) Analysis of Group Similiarities (ANOSIM). 
PERMANOVA and ANOSIM are tests whether two groups of sample are significantly 
different based on a categorical variable found in the sample mapping file [20].  
Linear Discriminant Analysis (LDA) Effect Size (LEfSe) algorithm was developed for 
biomarker discovery and interpretation of metagenomics data. It employs Kruskal-Wallis rank 
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sim test to detect features with significant differential abundance with regard to class labels, 
followed by LDA analysis to evaluate the relevance or effect size or differential  abundant 
features [20]. LEfSe was performed with the following criteria: a) Taxonomic level: OTU-
level; b) Experimental factor: Groups (HCY and Control); c) Adjusted p-value cutoff: 0.05; d) 
Log LDA score: 1.0. 
 
Results  
The characteristics of HCY and Control groups are shown in Table 1. The mean 
plasma tHcy level among HCY patients was 118.35µmol/L (SEM = 30.42µmol/L) and the 
mean plasma Met level among HCY patients was 313.40µmol/L (SEM = 97.64µmol/L). Two 
HCY patients were pyridoxine responsiveness. Two HCY patients were newly diagnosis. 
Only two HCY patients were good metabolic controls. Only one patient (newly diagnosis) 
was not on a Met-restricted diet. Four patients were supplemented with a metabolic formula. 
Six patients had additional treatment with betaine. Three patients were Vitamin B12 
supplemented. Seven patients were Folate supplemented. Three patients reported the use of 
oral antibiotics in the previous 6 months.   
Among control group, an individual control reported the use of oral antibiotics in the 





Information based on the 24-hours recall and 3-days diary is shown in Table 2. 
According to the results shown in Table 1 and Table 2 on the clinical characteristics and 
treatment of patients, as expected, most of the calories intake of HCY patients came from 
carbohydrates, while individuals from the control group had a higher intake of Fat, mainly 
Saturated and Monosaturated Fat. HCY patients have a restricted Met diet and Met is an 
amino acid of mainly animal origin. Regarding minerals, the intake of selenium was high in 
































Microbiota Composition  
Six known bacterial phyla were detected as shown in Figure 1 (per group) and in 
Figure 2 (per sample). The most dominant was Bacteroidetes (HCY = 60%; Control = 54%), 
followed by Firmicutes (HCY = 35%; Control = 41%). The third most abundant phylum was 
Proteobacteria (HCY = 3%; Control = 3%). The other three phylos in Control group were less 
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than 1%, while on the HCY group Actinobacteria, Euryachaeota and Cyanobacteria had 






Alpha-diversity measures indicated a higher diversity in HCY patients when compared 
to control group (Figure 3). Observed measures estimates the amount of unique OTUs found 
in each sample (richness), while ACE and Chao1 measures considering observed OTUs with 
account for unobserved species based on low-abundance OTUs (richness), and Shannon and 
Simpson metrics accounts for both richness and evenness. The Alpha diversity analysis 
showed a statistically significant difference only in richness, as ACE and Chao1 were richness 
estimators that estimates the total number of OTUs present in the community. The total 
number of OTUs observed (Observed) and the microbial indexes of diversity (Shannon and 




Beta-diversity results (Figure 4) represent the statistical method which test the strength 
and statistical significance of sample groupings based on distance metrics. The ANOSIM and 
PERMANOVA showed statistically significant differences as R value near 1 means that there 
is dissimilarity between groups. It is important to observe that the two individuals from 




Biomarker analysis results based on LEfSe analysis (Table 3) did not identify any 
significant features. This result could be expected since there was only differences in richness 
of bacterial communities between HCY patients and controls, but the bacterial communities 













































To our knowledge, this is the first study to characterize the gut microbiota of HCY 
patients. The only study to perform a similar analysis in  an inborn error of metabolism was 
done in phenylketonuria (PKU), an autosomal recessive disorder with a restricted diet 
treatment [21]. This investigation characterized the gut microbiota of PKU patients (n = 8) by 
NGS sequencing and showed some similar findings to our results in dietary intake such as the 
difference between PKU patients and control group regarding daily intake of fat and saturated 
fat,  due to influences on diet restriction. The differences in Beta-diversity between PKU 
patients and control group was also reported. Necertheless, the results regarding Alpha-
diversity were the opposite. PKU patients presented a lower diversity when compared with 
control group while in our study the HCY patients presented a higher diversity.The different 
treatments for each disease should be taken in consideration when making such comparisons.  
Table 3. Bacterial phylotypes presentes in HCY and Control groups 
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Our study suggests that HCY patients have a different microbiota when compared to 
controls and this finding could be associated with the clinical variability and different 
responses to treatment. Research into the influence of the microbiome on the human body has 
been shedding new light on diseases long known to be multifactorial. Although inborn errors 
of metabolism are monogenic diseases, genotype alone is not enough to explain the wide 
phenotypic variability observed in patients with these conditions. Genetics and diet exert a 
strong influence on the microbiome, and diet is used in the treatment of many IEMs [22].  
One of our findings was a statistically significant difference in clinical manifestations. 
Clinical manifestations, especially those associated with CNS may be related to gut 
microbiota. Literature reports have shown that the gut-brain axis consists of a bidirectional 
communication between the CNS and intestinal functions, but the underlying molecular 
mechanisms of host–microorganism interactions remains largely unknown. Also due to the 
complexity of the microbiota community, the underlying molecular mechanisms by which the 
gut microbiota is associated with metabolic disorders remains poorly understood [23-26]  
It is suggested that the diet, lifestyle and environmental factors modulate the 
composition and metabolic activity of the gut microbiota [27, 28] Our study also found a 
significant data regarding the association of the type of patient’s treatment with the gut 
microbiota. Mainly, the supplementation of folate and vitamin B6 (pyridoxine) may be  
responsible for the increase in Alpha-diversity because the supplementation of complex B 
vitamins changes the gut microbiota composition acting as a modulator of gut microbial 
ecology [29].  
In conclusion, our data suggest that the differences in the composition of gut 
microbiota in HCY patients when compared with healthy controls can be associated with the 
treatment and diet supplementation. Our study also suggests that gut microbiota can be 
associated with clinical manifestations. We believe that further studies exploring the 
nutritional quality of HCY diet and treatment will help to elucidate the unknown explanations 
for clinical heterogeneity, the similarity of bacterial phylotypes and the higher diversity in 







1. MORRIS, A.A. et al. Guidelines for the diagnosis and management of 
cystathionine beta-synthase deficiency, Journal of Inherited Metabolic Disease, 
Lancaster, v. 40, n. 1, p. 49-74, Jan 2017. 
2. MUDD, S.H. et al. The Natural History of Homocystinuria Due to Cysthationine 
Β-Synthase Deficiency. American Journal of Human Genetics, Baltimore, v. 37, 
n. 1,  p. 1-31, Jan 1985. 
3. SCHREIER, H.G. et al. Newborn Population Screening for Classic 
Homocystinuria by Determination of Total Homocysteine from Guthrie Cards. 
The Journal of Pediatrics, Saint Louis, v. 156, n. 3, p. 427–432, Mar 2010. 
4.  ZSCHOCKE, J. et al. Molecular neonatal screening for homocystinuria in 
the Qatari population. Human Mutation, New York, v. 30, n. 6, p. 1021–
1022, Jun 2009.  
5. YAP, S.; NAUGHTEN, E. Homocystinuria due to cystathionine β-synthase 
deficiency in Ireland: 25 years' experience of a newborn screened and treated 
population with reference to clinical outcome and biochemical control. Journal of 
Inherited Metabolic Disease, Lancaster, v. 21, n. 7, p. 738-747, Oct 1998. 
6. BURCELIN, R. et al. Metagenome and metabolism: the tissue microbiota 
hypothesis. Diabetes, Obesity and Metabolism, Oxford, v. 15, suppl. 3, p. 61–70, 
Sep 2013.  
7. TREMAROLI, V.; BÄCKHED, F. Functional interactions between the gut 
microbiota and host metabolism. Nature, London, v. 489, n. 7415, p. 242–249, 
Sep 13 2012. 
8. BURCELIN, R.et al. The gut microbiota ecology: a new opportunity for the 
treatment of metabolic diseases? Frontiers in bioscience, New York, v. 14, p. 
5107–5117, June 1 2009.  
9. LEÓN, M.E.M et al. Fecal microbiota imbalance in Mexican children with type 1 
diabetes. Scientific reports, London, v. 4, e. 3814, Jan 22 2014. 
10. MUSSO, G. et al. Gut microbiota as a regulator of energy homeostasis and ectopic 
fat deposition: mechanisms and implications for metabolic disorders. Current 
Opinion in Lipidology, London, v. 21, n. 1, p. 76–83, Feb 2010. 
41 
 
11. TILG, H.; MOSCHEN, A.R. Microbiota and diabetes: an evolving relationship. 
Gut, London, v. 63, n. 9, p. 1513–1521, Sep 2014. 
12. TURNBAUGH, P.J. et al. A core gut microbiome in obese and lean twins. Nature, 
London, v. 457, n. 7228, p. 480-484, Jan 22 2009 
13. KARVETTI, R.L.; KNUTS, L.R. Validity of the 24-hour dietary recall. 
Journal of the American Dietetic Association, New York, v. 85, n. 11, p. 
1437–42, Nov 1985.  
14. FISBERG, R.M. et al. Avaliação do consumo alimentar e da ingestão de nutrientes 
na prática clínica. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, São 
Paulo, v. 53, n. 5, p. 617-624, Jul 2009 
15. ORTEGA, R.M. et al. Dietary assessment methods: dietary records. 
Nutricion hospitalaria, Madrir, v. 31 Suppl 3, p. 38–45, Feb 26 2015.  
16. CAPORASO, J.G. et al. Ultra-high-throughput microbial community analysis 
on the Illumina HiSeq and MiSeq platforms. The ISME Journal, London, v. 
6, n. 8, p. 1621– 1624, Aug 2012.  
17. HAMADY, M. et al. Error-correcting barcoded primers for pyrosequencing 
hundreds of samples in multiplex. Nature Methods, New York, v. 5, n. 3, p. 
235–237, Mar 2008. 
18. PYLRO, V.S. et al. Data analysis for 16S microbial profiling from different 
benchtop sequencing platforms. Journal of Microbiological Methods, 
Amsterdam, v. 107, p. 30–37, Dec 2014 
19. EDGAR, R.C. UPARSE: highly accurate OTU sequences from microbial 
amplicon reads. Nature Methods, New York, v. 10, n. 10, p. 996–998, Oct 
2013.  
20. DHARIWAL, A. et al. MicrobiomeAnalyst: a web-based tool for 
comprehensive statistical, visual and meta-analysis of microbiome data. 
Nucleic Acids Research, London, v. 45, n. W1, p. W180–W188, Jul 3 2017.  
21. OLIVEIRA, F.P. et al. Phenylketonuria and Gut Microbiota: A Controlled 
Study Based on Next-Generation Sequencing. PLoS One, San Francisco, v. 
11, n. 6, p. 1-15, Jun 23 2016. 
22. COLONETTI, K. et al. The microbiome and inborn errors of metabolism: 
Why we should look carefully at their interplay? Genetics and Molecular 
Biology, Ribeirão Preto, v. 41, n. 3, p. 515–532, 2018. 
23. CARABOTTI, M. et al. The gut-brain axis: interactions between enteric 
microbiota, central and enteric nervous systems. Annals of gastroenterology, 
Athens, v. 28, n. 2, p. 203–209, 2015.  
42 
 
24. SOMMER, F.; BÄCKHED, F. The gut microbiota — masters of host 
development and physiology. Nature Reviews Microbiology, London, v. 11, 
n. 4, p. 227–238, Apr 2013.  
25. WANG, H.X.; WANG, Y.P. Gut Microbiota-brain Axis. Chinese medical 
journal, Peking, v. 129, n. 19, p. 2373–2380, Oct 5 2016.  
26. YANG, J.Y.; KWEON, M.N. The gut microbiota: a key regulator of 
metabolic diseases. BMB reports, Seoul, v. 49, n. 10, p. 536–541, Oct 2016.  
27. CONLON, M.A. et al. The Impact of Diet and Lifestyle on Gut Microbiota 
and Human Health. Nutrients, Basel, v. 7, n. 1, p. 17–44, Dec 24 2014.  
28. NEIS, E.P. et al. The Role of Microbial Amino Acid Metabolism in Host 
Metabolism. Nutrients, Basel, v. 7, n. 4, p. 2930–2946, Apr 16 2015.  
29. MAGNÚSDÓTTIR, S. et al. Systematic genome assessment of B-vitamin 
biosynthesis suggests co-operation among gut microbes. Frontiers in 





8. CONSIDERAÇÕES FINAIS  
As pesquisas de caracterização do microbioma intestinal ainda são um tema muito 
novo e ainda há muitas limitações quanto a técnica. Este foi um estudo inovador, sendo o 
primeiro estudo a caracterizar a microbiota intestinal de pacientes com homocistinúria 
clássica. Os erros inatos do metabolismo com tratamento dietético permitem uma maior 
inferência sobre a composição da microbiota intestinal e a sua relação com dietas e 
tratamentos. Infelizmente essa mesma vantagem traz algumas desvantagens, principalmente 
quando a dieta dos pacientes é muito restrita como no caso da homocistinuria e não é possível 
parear com um controle que tenha uma alimentação semelhante.  
Embora o estudo não tenha demonstrado uma relação entre algum gênero bacteriano 
com a variação no perfil do microbioma, foi possível verificar que os pacientes, que na 
maioria têm baixa aderência ao tratamento, tem um perfil microbiano muito parecido ao 









9. PERSPECTIVAS FUTURAS  
A partir dos resultados deste estudo planejamos desenvolver novos trabalhos para 
dar continuidade aos achados junto ao grupo de pesquisa:  
  
a) Estudo longitudinal para avaliar a variação do microbioma, principalmente 
quanto aos diferentes tratamentos e diferentes fases dos tratamentos.  
b) Uma análise do metaboloma e do transcriptoma para verificar metabólitos e 
transcritos bacterianos.  
c) Comparar o perfil microbiano da homocistinúria clássica com outros erros 
inatos do metabolismo a fim de analisar diferenças e semelhanças entre os 
perfis microbianos.  
  
  
 
